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1. RESUMEN

La capsaicina es el fitoquimico/metabolito secundario principal de las plantas del género
Capsicum y es responsable de la pungencia de los chiles. En la dieta de la poblacion del
territorio mexicano el chile es protagonista, pues es utilizado en una gran variedad de
platillos, ademas de emplearse también para condimentar los alimentos. Otro condimento
que también se usa en muchos platillos en la dieta del mexicano es la pimienta negra,
cuyo compuesto caracteristico y pungente es la piperina, la cual se obtiene de la planta de
la Piper nigrum. Se ha descrito que estos compuestos poseen actividad contractil en el
musculo liso debido a que se unen a los canales idnicos TRPV1. Estos receptores tienen
una funcién importante en las vias respiratorias en condiciones patolégicas como Asma y
EPOC, puesto que se ha encontrado una mayor expresion de éstos en las vias
respiratorias, donde existe una falta de regulacion en el ion calcio extracelular, ademas de
tener un rol importante en la transduccion de estimulos nocivos. Por otro lado, los TRPM8
también se expresan en las vias aéreas, aunque poco se ha estudiado sobre su papel
funcional en las patologias mencionadas. Se sabe que en el musculo liso posee un efecto
relajante en presencia de estimulantes exdgenos como el mentol, obtenido de plantas del
genero Mentha. El presente trabajo tiene como propdsito determinar si la presencia de
mentol y otros monoterpenos como el linalool y el timol son capaces de inhibir las
contracciones producidas por la capsaicina sobre la musculatura lisa de las vias aéreas;
asimismo se pretende determinar si la presencia simultanea de la capsaicina y piperina
presentan un efecto de adicion y/o de sinergia. Como estrategia experimental se
realizaron curvas acumulativas concentracibn—respuesta de capsaicina y piperina para
determinar el porcentaje de efecto sobre la musculatura lisa de las vias aéreas; se
encontré que la capsaicina es mas potente que la piperina, aunque esta ultima tiene una
pendiente mas vertical en la respuesta de contraccion. Posteriormente se realizaron
incubaciones de 10 minutos con distintas concentraciones de los monoterpenos en la
camara de organo aislado para posteriormente realizar las curvas de contraccion
inducidas con capsaicina. Se observd que los monoterpenos producen un efecto de
atenuacién de la contraccion que no estda asociado a la dosis de éstos. Con
combinaciones de las CEs5g de la capsaicina y piperina a combinaciones en relaciones 1:1,
3:1 y 1:3 se realizaron curvas de contraccion al afiadir simultaneamente las soluciones de

los compuestos. Se encontré que existe un efecto de sinergia entre ambos.



2. INTRODUCCION

El asma es una enfermedad crénica inflamatoria de las vias aéreas la cual se define con
base en genotipos descriptivos, incluyendo obstruccion variable del flujo de aire, hiper-
respuesta, y la presencia de sintomas como tos, disnea, sibilancia y tension en el pecho.
Es una enfermedad con prevalencia en aumento a nivel mundial, especialmente en paises
en vias de desarrollo. "' En particular, la EPOC es una de las causas principales de
mortalidad a nivel mundial, y a diferencia del asma, no existen en el mercado tratamientos
que puedan prevenir el progreso de la enfermedad. Una caracteristica que comparten
ambas enfermedades es la obstruccion de las vias aéreas; el impedimento de flujo de aire
en el caso del asma es variable y comunmente reversible. La hiperreactividad, sin
embargo, no es una caracteristica de EPOC, aunque si se han visto un aumento en la
respuesta hacia algunos agonistas. La inflamacién cronica es algo que se observa en
ambos padecimientos, asi como episodios de exacerbacion, la cual normalmente es
causada por infecciones bacterianas o virulentas, lo cual evidentemente empeora la

inflamacion ya existente. @

Es importante destacar que los Receptores de Potencial Transitorio (TRP por sus siglas
en inglés) tienen una funcién importante en enfermedades de las vias aéreas, ademas de
que se sabe que varios activadores de éstos estan aumentados, incluyendo a
eicosanoides y sus productos de degradacion, factores asociados al estrés oxidativo, pH
bajo, cambios en la osmolaridad y alteraciones en la temperatura. Sumado a esto, se
conoce que en el estado de estos padecimientos los canales TRP presentan un aumento

en la sensibilidad a ligandos endégenos y exégenos. 2

Los tratamientos farmacolégicos actuales para el asma se pueden dividir en
broncodilatadores y antiinflamatorios. Los primeros son el grupo de farmacos mas
utilizados en clinica, y su accidén puede variar entre inhibir la biosintesis de los mediadores
de la contraccion del musculo liso, inhibir su liberacion, o bien, antagonizando al receptor.
En este mismo grupo también existen los antagonistas independientes del tipo de
mediador contractii que producen una relajacion por distintas vias celulares. Los
antiinflamatorios, como su nombre lo indica, inhiben a los componentes que generan la
inflamacion. Entre los efectos indeseados estan deficiencia en el crecimiento en nifios,
tolerancia al farmaco, dolores de cabeza, nausea, palpitaciones, entre otros.® En el caso

de la EPOC el tratamiento es un poco mas complejo, pues se busca reducir las



exacerbaciones y retardar el progreso de la enfermedad. Los tratamientos incluyen
también broncodilatadores de accion lenta y rapida, como agonistas [,-adrenérgicos y
antagonistas muscarinicos, ademas de antiinflamatorios en forma de corticosteroides para
inhalar. Ademas de esto, se sugiere que los pacientes de esta enfermedad sigan

tratamientos no farmacoldgicos para aliviar los sintomas.

En los recientes afios se ha tomado un gran interés por estudiar a los TRP porque, como
ya se menciond, juegan un papel importante en la patofisiologia del asma y la EPOC. El
interés se ha dado porque cada vez se encuentran nuevos compuestos de origen natural
que activan o inhiben a los canales TRP, tales como alcaloides, capsaicinoides,
monoterpenos que se encuentran en plantas y frutos utilizados frecuentemente en la
gastronomia de nuestro pais, asi como en la medicina tradicional mexicana para tratar

estas afecciones.

Se ha demostrado que tanto la capsaicina y la piperina actuan sobre los receptores
TRPV1; los monoterpenos son distintos, pues el mentol actua sobre TRPMS, y el linalool y
timol parecen ser selectivos tanto para TRPM8 y TRPA1. Estos canales estan presentes
en la traquea de cobayo, sin embargo, no se ha estudiado si su activacién simultanea

presente algun tipo de interaccién.



3. MARCO TEORICO

3.1 Fisiopatologia de enfermedades respiratorias

El masculo liso de las vias aéreas ha sido reconocido como el tejido principal asociado
a la contraccién bronquial en el cuadro asmatico o tos, por lo cual se considera como
blanco clave para estudiar la relajacion por farmacos. El musculo liso bronquial (MLB)
se distribuye especialmente en vias conductuales, cuya funcion en las vias aéreas
normales es regular el calibre y el tono broncomotor. ! La contraccién del musculo liso
puede dividirse en 2 fases: la fase inicial que esta asociada al desarrollo de la fuerza
activa y la fase sostenida que esta asociada al mantenimiento. ' Los niveles de calcio
intracelular ([Ca®'])) producen el acortamiento de MLB; la activacion de éste por un
agonista induce un rapido incremento en el [Ca®]; , la cual esta asociada a una
liberacion de depositos de calcio. Este aumento de calcio activa la cinasa de cadena
ligera de miosina (MLCK) en el complejo sensible calcio-calmodulina, resultando en la
fosforilacidén regulatoria de la MLCyy de en el residuo de serina 19. Esta fosforilacion,
por la actividad de la ATPasa de miosina, inicia un ciclo de puenteo cruzado entre la
miosina y la actina; la union de ATP, su hidrdlisis y la liberacidon de ADP continuan
siempre que la MLCyy se encuentre fosforilada; cuando es desfosforilada por la MLC
fosfatasa termina el ciclo de puenteo cruzado y el musculo liso se relaja. La
sefalizacion desencadenada debido a los receptores asociados a proteinas G (RAPG)
modulan varios estimulos de inflamacién en MLB. Existe una via paralela con efecto
contrario a la MLCK, y ésta es la fosfatasa de MLC (MCLP), la cual contrarresta la
accién de la MLCK al desfosforilar a la MLCy. Las vias activadas por RAPG son
conocidas por inhibir a la MLCP; estas vias incluyen a la Rho-cinasa y a la cinasa de
proteina C (PKC) (ver Figura 1). 1]



Figura 1. Mecanismos de contraccion y relajacion del musculo liso. Diversas sustancias pueden
provocar la contraccién: noradrenalina en receptores a, agonistas de proteinas G. La relajaciéon puede
activarse al inhibir estas respuestas, como la fosforilacion de MLCK, lo cual evita la interaccion de la

miosina con la actina, resultando en la relajacion del musculo liso. Adaptado de referencia [5] y [6].
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3.2 Tos

La tos es el sintoma respiratorio mas comun por el cual los pacientes acuden al
médico, y la tos cronica es un sintoma importante en alrededor de 30 % de
enfermedades respiratorias a nivel clinico. El hecho de que un paciente manifieste tos
cronica puede deberse a distintos mecanismos de la patologia. Un ejemplo de terapia
para la tos que esta asociada con asma es el tratamiento con corticosteroides,
tratamiento que suele ser el adecuado, pero para la tos producida por reflujo
gastroesofagico el tratamiento que responde comunmente es el uso de inhibidores de
la bomba de protones. Para el caso de la tos asociada a EPOC es mas dificil tratar la
tos pues el tratamiento no incluye efectos antiinflamatorios. Mientras que menos
comunes, donde no se puede identificar el origen de la tos, como en la tos idiopatica
cronica, no existen tratamientos eficientes. Para poder tener un mejor entendimiento
acerca de la tos y asi poder dilucidar qué tratamiento es el mas adecuado, es
importante conocer como se genera ésta. En estudios experimentales en varios
modelos animales se ha concluido que tanto las fibras C no mielinizadas y receptores
de adaptacion rapida, lo cuales tienen fibras Ad mielinizadas, estan involucradas en la

tos. [l

Las fibras C de las vias aéreas se activan por un numero amplio de irritantes quimicos,
entre ellos estdan compuestos contenidos en la comida; otros irritantes ambientales
incluyen al humo del cigarro y emanaciones de vehiculos. Dada su presencia en las
vias aéreas superiores (bronquiales), se cree que el reflejo de la tos inicia ahi, sin
embargo, estudios estriban la propuesta de que las fibras C pulmonares inhiben la tos.
Bl Por otro lado, hay estudios que apuntan que las fibras Ad mielinizadas con
terminaciones en la mucosa traqueal pueden inducir a la expresion transitoria de
neurocininas y TRPV1, permitiendo asi generar una respuesta a sustancias quimicas
como la capsaicina; estos estudios resaltan la importancia que tienen estos receptores
para elegir como blanco la hipersensibilidad asociada a patologias respiratorias. Los
receptores de adaptacion rapida y los receptores de adaptacion lenta son fibras
aferentes mecanoreceptoras, las cuales tiene como funcion pasar de estimulo quimico
a mecanico, y que tienen terminaciones en las vias intrapulmonares, por lo que pese a
que no sean un regulador directo de la tos, algunos estudios afirman que no se pueden

descartar en el reflejo de la tos, ya que podrian estar involucrados indirectamente. !'!
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También estudios recientes sugieren que las fibras vagales aferentes (no clasificadas
como C o Ad mielinizadas) pueden estar involucradas. ® Sin embargo, existe poca
informacion acerca de cuales fibras aferentes estan involucradas en seres humanos;
esto es, no se ha reportado el registro de que una fibra en especifico ocasione una
respuesta que desencadene en tos, pero si se ha descrito que estimulos que la
ocasionan conducen a una despolarizacion del nervio vago. La estrategia de los
tratamientos para la tos es reducir la respuesta que reciben las neuronas aferentes en
lugar de inhibir su respuesta completamente, pues esto ultimo podria suprimir el
mecanismo de defensa natural de las vias aéreas. Varios mediadores inflamatorios,
como bradicinina, ATP, PGE, o PGFy,, activan las neuronas sensoriales de las vias

aéreas e inducen sensibilizacién a otros estimulos que generan tos. [’

3.3 Receptores de Potencial Transitorio en vias aéreas

Los receptores de potencial transitorio son una superfamila compuesta hasta la fecha
por 28 canales cationicos (en mamiferos) que se subdividen, a su vez, en 6 subfamilias
basado en la homologia de su estructura. Se expresan en practicamente cualquier tipo
de célula de todos los tejidos; actuan como sensores al proveer la ruta para el
transporte celular; la mayoria de ellos proveen vias de entrada para Ca?*, las cuales
contribuyen a una plétora de funciones dependientes de calcio, desde la transcripcidn
hasta la muerte celular, pero de especial interés en este trabajo, la contraccion del
MLB. Topoldégicamente, cada subunidad del los TRP consiste putativamente en 6
segmentos transmembranales (S1 — 6), un giro formador de poro entre S5y S6, y —NH;

y —COOH terminales intracelulares.

La subfamilia de los TRPC (candnicos) consiste en 7 (TRPC1-7); la de los TRPM
(melastatina) consisten en 8 canales diferentes (TRPM1-8); La subfamilia de los TRPV
(vainilloides) se compone de 6 miembros (TRPV1-6); la mas nueva de las subfamilias
es la TRPA (ankirina), la cual sélo presenta un miembro en mamiferos (TRPA1). Los
TRPP (policistina) y los TRPML (mucolipina) poseen 3 miembros cada una y estan

pobremente caracterizados hasta el momento. ©
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No existe un mecanismo unificado que englobe la accién de todos los TRPs, aunque si
se puede decir que éstos pueden activarse por un serie de estimulos fisicos, como
temperaturas, osmolaridad, fuerza mecanica, diferencia de potencial o por la unidén a un
ligando. Varios canales se activan por cambios de temperatura; los TRPV1 se activan a
temperaturas mayores de 42° C, mientras que los TRPM8 se activan a temperaturas
desde 10° C a 28 °C. 1

3.4 TRPV1 y TRPMS8 en patologias de las vias aéreas

Los TRPV1 reciben su nombre porque son activados por ligandos vainilloides clasicos
como la capsaicina. Primeramente este receptor se identific6 como un canal iénico
neuronal capaz de detectar estimulos nocivos como calor y dolor; estudios mas
recientes han demostrado que este es un canal polimodal activado por diversos
estimulos como sustancias irritantes, pH acido, temperaturas superiores a los 42° C y
mediadores enddgenos. Algunos agonistas endogenos como la anandamida, y
exdgenos como la capsaicina, son capaces de activar y sensibilizar los TRPV1; gracias
a esto, a veces no es posible discernir si el estimulo actia como «abridor» directo del
canal o como sensibilizador, lo cual disminuye el umbral de activaciéon para otro
estimulo. También se cree que estos receptores juegan un papel importante en

sefalizaciones relacionados a RAPG, como por ejemplo, bradicinina y PGE. [

Las fibras nerviosas positivas a TRPV1 inervan todo el tracto respiratorio, incluyendo la
nariz, la laringe, la traquea, parénquima pulmonar, alveolos, musculo liso y vasos
sanguineos. Estudios reportan que su expresion en estos tejidos es relativamente baja,
sin embargo, investigaciones sugieren que su expresion se ve aumentada en pacientes
con enfisema, ademas de estar asociados con tos. De hecho, hay evidencia de que los
TRPV1 tienen un rol importante en la desregulacién de [Ca®*]; en pacientes asmaticos.
Es por ello que este canal se considera como un «receptor patoldgico» el cual regula la
transduccion de estimulos nocivos, el mantenimiento de la inflamacion y el reflejo de
tos. En efecto, los TRPV1 estan asociados a las terminaciones nerviosas de las vias
aéreas y sirven como mecanismo de defensa contra agentes enddgenos como

contaminantes. Los TRPV1 localizados en el epitelio bronquial estan idealmente
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posicionados para detectar dichos irritantes, por lo que es posible que la respuesta de

las vias aéreas a estos estimulos ambientales sean regulados por estos receptores. 1ol

En tejido epitelial de pacientes asmaticos, se ha reportado que existe un aumento de
TRPV1 extraneuronal, el cual es un mediador de liberacion de interleucina-8 (IL-8), la
cual es capaz de mantener una sensibilizacion neural, lo que es trascendental en el

' La broncoconstriccion es una

mantenimiento de la sensibilidad a la tos.
caracteristica sustancial del asma. Se ha descrito que en el MLB la contraccion
espasmolitica es regulada por el influjo de Ca®* mediada por canales receptores de
este cation. Es muy probable que exista mas de un tipo de receptores de Ca’* en el
MLB, sin embargo, los canales TRPV1 son altamente selectivos a Ca**. En asma, la
proliferacion de células del MLB conlleva a un engrosamiento de las vias aéreas, lo que
contribuye a una hiper-reaccion. Esta reaccidon exacerbada esta asociada a un
aumento en la respuesta de contraccion debida a la estimulacion de agonistas
endogenos. Asimismo, la proliferacion de las células del MLB esta asociada a su
diferenciacion a miofibrioblastos y fenotipos secretorios, o que resulta, ademas del
engrosamiento de las vias aéreas, en liberacion de citosinas inflamatorias y factores de
crecimiento que «reclutan» leucocitos inflamatorios en el tejido, estimula mas
proliferacion celular, lo que origina a los cambios patolégicos observados en el
remodelamiento de vias aéreas. Los canales TRPV1 podrian estar involucrados dentro
de este proceso de cambios patologicos debido a que su expresion esta regulada por

factores de crecimiento. [

La subfamilia de los TRPM no posee repeticiones de ankirina en su dominio N-terminal,

son homotetrameros que permiten las respuestas de cationes. [

Se expresa
principalmente en una subpoblacion de neuronas sensoriales aferentes que responden
a estimulos «frios», en raices de ganglio dorsal (RGD) y ganglio trigeminal, y son
diferentes a las neuronas que expresan TRPV1. Los TRPM8 son termosensores
activados por temperaturas fisiolégicas «frias» del rango 10 - 28 °C; entre los
activadores directos de estos canales se encuentran el mentol, icilina y eucaliptol.
Hasta la fecha no se han reportado ligandos enddgenos. La activacion de TRPM8 esta
regulada por fosfoinositoles, siendo esencial el fosfatidilinositol 4,5-bifosfato para la
funcion y desensibilizacion del canal. Su expresion en las vias aéreas no es tan

significativa en tejido pulmonar y tejido epitelial sano; aunque, el papel que juegan los
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TRPMS8 en las vias aéreas sanas y otras patologias aun no estd muy bien explorado.
Algunos autores sostienen la hipétesis de que el efecto relajante o antitusivo mediado
por TRPM8 se debe a un reflejo iniciado en la nariz debido a que existe una expresion
significativa de estos receptores en las neuronas sensoriales trigeminales nasales. Se
ha descrito que el respirar aire frio esta implicado en la produccion de tos y en la
broncoconstriccion, pese a que los resultados no han sido concluyentes.
Controversialmente, la activacion de estos canales inhibe el reflejo de la tos, aunque

los datos no fueron rotundos. [

3.5 Capsaicina, piperina y monoterpenos

La capsaicina es el compuesto biolégicamente activo de los chiles, el cual se obtiene
de las plantas del género Capsicum, el mas consumido. '™ Su nombre quimico es
trans-8-metil-N-vainillil-6-nonenamida, es un alcaloide de la familia de los vainilloides,
por lo que posee un grupo vainilloil (4-hidroxi-3-metoxibencil), que es el farmacaforo;
ademas contiene un anillo de benceno y una cadena de carbono saturada con un grupo

amida, lo que lo hace liposoluble.
0
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Figura 2. Estructura de la capsaicina HO 3

OCH,

La capsaicina junto con la dihidrocapsaicina conforman alrededor de 80-90 % de los
capsaicinoides encontrados en los chiles, los cuales, ademas, son los mas pungentes.
El nivel de pungencia o qué tanto pueden picar los chiles se puede determinar con la
escala de Scoville, la cual va desde 0-100 (chile pimiento) hasta 2’000°000-3’000°000
(chile habanero) unidades Scoville; la capsaicina pura sobrepasa los 16 millones de
unidades Scoville. '® Se ha demostrado que gracias a su lipofilicidad, la capsaicina
administrada por via intravenosa se distribuye facilmente en el cerebro, médula espinal
e higado. " Su mecanismo de accién ha sido ampliamente estudiado a lo largo de los
anos; se ha demostrado que la capsaicina, al activar las neuronas nociceptivas
aferentes, libera sustancia P, ademas de generar la sensacién caracteristica de picor y
hasta ardor intenso. ['"! La capsaicina es una de las sustancias quimicas que activan
los receptores TRPV1; el grupo vainilloide es el responsable de esta relacion

estructura—actividad, puesto que la resinferatoxina y el olvanilo, que comparten dicho
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grupo funcional, también activan este receptor. Ademas de activar a este receptor,
existe una despolarizacion de la membrana seguido por una rapida y profunda
desensibilizacién; ésta puede resultar en una adaptacion a la percepcién del dolor por
parte de las neuronas responsables. Dicha desensibilizacion, causada en parte por el
incremento de [Ca2+]i, puede explicar el efecto analgésico causado por capsaicina, el
cual, paraddjicamente, es contrario al efecto de ‘dolor’ e inflamacién neurogénica que

se le atribuye.["

En vias areas existen varios mediadores enddgenos que pueden activar a TRPV1; la
bradicinina es un mediador primordial liberado en vias aéreas inflamadas, es capaz de
activar los receptores mencionados en neuronas aferentes bronquiales debido a la
generacion de fosfolipasa A2 y productos de la lipooxigenasa, las cuales pueden
sensibilizar a TRPV1; esta sensibilizacion también puede ocurrir por mediaciéon de
fosfolipasa C, proteincinasa C (PKC) dependiente o PKC independiente.!"® En cuanto a
la tos, hay estudios clinicos que demuestran que la sensibilidad disminuye al
suministrar capsaicina via oral a los sujetos de estudio debido a la desensibilizacion
periférica de los receptores en vias aéreas, ademas de una sobreexpresion de TRPV1;
aunque se reporta también que la disminucion del reflejo de tos podria atribuirse a la

presencia de TRPV1 en el sistema nervioso central. [ 2%

La piperina, con el nombre quimico de 1-pepiroilpiperidina, es el alcaloide pungente
principal contenido en los granos derivados del fruto de Piper nigrum. La pimienta es
usada como especia y sazonador en la dieta. " A la piperina se le han encontrado
varias aplicaciones ademas de sus propiedades culinarias; entre ellas esta su actividad
antioxidante que deriva en beneficio a la salud en contraste con los efectos de una
dieta alta en grasas; también se han reportado sus propiedades antidiarréicas vy

gastroprotectoras en roedores. #?!

Figura 3. Estructura de la piperina

Entre los usos medicinales de la piperina estan los tratamientos para: dolor muscular,

escalofrios, resfriado comun, fiebres, estimulador de apetito y como promotor de la

(23]

peristaltis. Estudios de biodisponibilidad han demostrado que la piperina es

rapidamente absorbida en el tracto gastrointestinal y que la via mayoritaria de
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excrecion de sus metabolitos son los rifiones. Debido a su capacidad de inhibir el
CYP3A4 en humanos, asi como la glicoproteina-P, también se reconoce como un
agente adyuvante para mejorar la biodisponibilidad de otros farmacos. ¥ A pesar de
que se ha indicado que la capsaicina y piperina presentan diferencias sensoriales

cuantitativas y cualitativas, ambos compuestos poseen propiedades similares. [29]

Al igual que la capsaicina, se ha descrito que actua sobre los TRPV1; y pese a no ser
un vainillésido, también se ha definido como un agonista de estos receptores. En
técnicas de electrofisiologia, la piperina ha resultado ser mas eficaz pero menos
potente que la capsaicina en los TRPV1 de humanos, lo cual es consistente con el
umbral de la pungencia relativa de la capsaicina (0.6 uM) en comparacién con la
piperina (10.5 uM); también se demostré que la piperina produce una mayor
desensibilizacién y taquifilaxia en el receptor en comparacién con capsaicina. Sin
embargo, aunque se ha estudiado el efecto de varios agonistas sobre los TRPV1,
ninguno ha demostrado ser mas eficaz que la capsaicina en cuanto el efecto contractil
en musculo liso, incluso no se ha dilucidado si estos resultados pueden deberse a que

ambos compuestos tienen diferentes sitios de union en los receptores. 2!

El mentol es un alcohol monoterpenoide ciclico el cual se encuentra en grandes
proporciones en el aceite esencial de la menta (Mentha piperita), comunmente usado
en la medicina tradicional para tratar desérdenes gastrointestinales como nausea,
vémito y sindrome de intestino irritable. ?®! El mentol es ampliamente consumido por
sus propiedades sensoriales, incluso es utilizado como excipiente en medicamentos
destinados para aliviar dolores, comezén o tos. Tiene la capacidad de activar el
TRPMBS, lo cual resulta en una corriente catiénica no selectiva. Este canal es permeable
a sodio (Na*), potasio (K*), cesio (Cs") y calcio (Ca®"), lo que conduce a un incremento
de [Ca®'] . Ademas de esto, la activacion de TRPM8 demuestra que existe una
despolarizacién de mas de 60 mV. 1 Al ser un ligando de TRPMS, el mentol tiene
como aplicacion terapéutica potencial el ser adyuvante en el tratamiento de cancer de
préstata y de hiperplasia prostatica benigna, pues hay estudios que indican que puede
inducir la apoptosis en células relacionadas a estos padecimientos; para cistitis
intersticial se ha comprobado que una administracion intravesical de mentol en ratas
hembras genera un aumento de la presion al orinar y una disminucion en el umbral de

volumen para la miccion.
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Figura 4. Estructura del mentol

OH

Sin embargo es menester decir que también se ha demostrado en varios estudios que
el mentol de los cigarros mentolados es un exacerbante de la adiccidn a la nicotina,
pues al proveer la sensacion de «frescura» y poseer una actividad contra la irritacion,
contrarrestan los efectos del humo del cigarro. Se cree que el rapido efecto del mentol
al inhalar el humo de cigarro se debe a la localizacién de los TRPM8 en la region del
nervio mandibular el cual enerva la lengua. ?® También se ha demostrado en estudios
con animales de laboratorio que el mentol contiene propiedades antitusivas en una
reduccion de la tos dosis-dependiente, asimismo se comprobdé un aumento en la
latencia de la tos en los animales que mostraron atenuacion de ésta. En el mismo
estudio se describe que los modelos biolégicos presentaron una alta variacion en la
respuesta debido a la tolerancia o taquifilaxia que presentaban. Es importante destacar
que esta descrito que el mentol no es un agonista selectivo a TRPMS8, sino que puede
también activar o inhibir el TRPA1, dependiendo de la concentracion, y también es
activador del TRPV3. ¥l

El timol es un monoterpeno fendlico el cual se obtiene del tomillo (Thymus vulgaris) y el
orégano (Origanum vulgare). Esta descrito que se comporta como un agonista
promiscuo de los canales TRP, pues activa TRPA1, TRPM8 y TRPV3. Y

Figura 5. Estructura del timol.

Si bien la capsaicina ocasiona una sensacion de picor y el mentol una sensacion de
frescura, pero el timol, a pesar de que también es un alcohol monoterpeno como el
segundo, no ocasiona ninguno de estos efectos, sino una mezcla de caliente-fresco-
amargo. Los mecanismos moleculares para que ocurra esto no estan del todo

dilucidados. En el epitelio lingual y nasal hay una gran expresién del TRPV3, lo cual se
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cree esta involucrado en la sensacién organoléptica y en la sensibilizacién de las
neuronas somatosensoras aferentes. *" Al igual que el mentol, el timol ha sido parte de
importante de la medicina tradicional; se le han atribuido propiedades antibacterianas,
antifungicas y antioxidantes. También se ha descrito que modula el transporte
mucociliar, a los receptores B2 y que presenta un efecto benéfico la tos de nifios con
bronquitis aguda. Pese a que se sabe que la tos es un efecto vagal, se cree que pueda
estar regulada parcialmente al unirse a los TRPV3. Pese a que no hay evidencia de co-
expresion de TRPM8 y TRPV3 en tejido, y que la activacidon de cada canal presente
efectos diferentes, se comprob6é que ambos receptores modulan la tos por via sistema
olfatorio y trigeminal. ®? En estudios in vitro en musculo liso de estémago de cobayo,
se encontro que el timol presenta al menos 2 mecanismos de accién dependiendo de la
dosis. A concentraciones bajas, entre 3 x 10° y 2 x 107 M, el timol ejerce un efecto
excitatorio o de contraccion alcanzando el 15 % de la contraccion maxima ocasionada
con ACh. El otro efecto del timol, el cual se presenta a concentraciones de 10° y 10
M, muestra que no se inhibe el efecto de contraccion, sino que conlleva, ademas, a una
inhibicion total. Se demostrd que el efecto de contraccion esta ligado a los receptores

a4 y 02 adrenérgicos, y también a los receptores B, adrenérgicos. 3

El linalool, también llamado coriandriol, es un monoterpeno aromatico comunmente
encontrado como componente volatil principal en los aceites esenciales de varias
plantas aromaticas como la bergamota, lavanda y jazmin. Al ser un compuesto
aromatico es usado en cosméticos, fragancias finas, jabones, entre otros. ** Estudios
han reportado que entre sus propiedades farmacoldgicas se encuentran ser analgésico
y antinociceptivo; también se ha descrito que administrado por via oral ha inhibido
edemas inducidos por carrageninas, ademas de tener la capacidad de disminuir la
hiperalgesia térmica inducida por esta misma mezcla de polisacaridos, L-glutamato y

prostaglandina E..

Figura 6. Estructura del linalool

El linalool también ha demostrado tener la capacidad de atenuar distintas respuestas
de dolor generadas por un estimulo nocivo de naturaleza quimica, como el acido

acético, o uno de naturaleza fisica, como el calor. *® Se han propuesto varios sitios de
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acciéon en los que puede actuar el linalool, sin embargo, estudios recientes han
demostrado que el efecto nociceptivo del linalool se debe a la inhibicion conjunta de los
receptores ionotrépicos de glutamato y a los canales TRPA1. P® Esto ha abierto la
posibilidad para estudiar esta propiedad en condiciones clinicas, como es el caso de la
fibromialgia (caracterizado por dolor muscular créonico de origen desconocido),
sabiendo de las limitaciones que los monoterpenos presentan: baja solubilidad en agua
y vida media muy corta. "1 Otros trabajos experimentales han demostrado que, pese a
no ser activadores tan potentes de TRPM8 como la icilina o el mentol, el linalool si
presenta actividad sobre este canal con una potencia de alrededor de 20 % con
respecto a la icilina. Aun asi, en este mismo estudio se comprobé que el linalool,
ademas de generar sensacion de frescura, posee actividad analgésica in vivo,

sugiriendo que los TRPM8 poseen un papel en el alivio del dolor. [*®

3.6 Agonismo y antagonismo, efecto aditivo y sinergia

La afinidad farmacoldgica es una medida de la atraccion de un ligando por su blanco
biolégico o molecular. Esta unién puede ser agonista, lo que quiere decir que un
compuesto puede unirse a su receptor que dirige a un estimulo del proceso de
sefnalizacion asociado a ese receptor. También puede ser antagonista, lo que significa
que el compuesto que se une al receptor inhibe la estimulacion generada por la unién
del agonista-receptor asociada, esto sin afectar la sefalizacion independiente del
agonista; esto significa que los compuestos antagonistas carecen del efecto de
sefalizacion en contraparte de los compuestos agonistas. La afinidad puede
cuantificarse utilizando la constante de equilibrio de disociacién, la cual se define como
la relacién de la velocidad en la que el ligando se acerca al sitio de union de la proteina,
y la tasa en la que éste se disocia del mismo. La base para el céalculo de la afinidad
ko/ks denominada Kp, viene de la ecuacion de accidon de masas, la cual define pa, la

cual es la fraccién disponible de sitios de unién a una concentracion del ligando [A]:

_ [A]B s
Pa " A1+ &,

Donde B es el maximo numero de sitios de unidn y Ku la constante del equilibrio de

disociacion del complejo ligando-receptor. Esta ecuacion es simple y ha sido muy util en el
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area de la farmacologia, sin embargo, tiene sus limitaciones. En la célula hay proteinas
que transmiten varias sefiales quimicas entre el espacio extracelular y el citosol. Esto
significa que las proteinas no permanecen en conformacion estatica, sino que mas bien
se ensamblan en distintas conformaciones de acuerdo al estimulo, lo que indica que el o
los sitios de unidn no son homogéneos. Esto también quiere decir que si el ligando
promueve un cambio conformacional en su receptor que reacciona con una proteina de
sefalizacion o algun otro cuerpo celular, incluso si la unién del ligando promueve la
estabilizacién de otra conformacion, entonces la afinidad observada de ese ligando puede
ser dependiente de este proceso. Los ligandos extracelulares como las hormonas o
neurotransmisores estabilizan las conformaciones de los receptores para luego promover
la unién y la activacion de proteinas de sefalizacion; a esta funcion se le llama
alosterismo, y este puede alterar la afinidad de unién del ligando al unirsele en otros /oci.
Al considerar estas uniones alostéricas y distintas conformaciones posibles del receptor,

la ecuacion anterior se vuelva mas compleja. ©*°!

A lo largo de la historia se han utilizado combinaciones de plantas con principios
biologicamente activos, farmacos y medicamentos con el fin de mejorar y aliviar las
patologias y sus sintomas. “% En la medicina moderna, el combinar medicamentos tiene
como objetivo el alcanzar el efecto terapéutico de sinergia, reduccion de dosis y toxicidad,
y minimizar o retardar la induccion de resistencia al farmaco; estos 2 ultimos beneficios
pueden derivarse del efecto mismo de sinergia. Sin embargo, no existe una definicion
estandarizada o bien definida de lo que es sinergia, pues los autores tienen distintos
puntos de vista; incluso instancias gubernamentales como la FDA no tienen bases para
poder regular el significado de sinergia. A lo largo de los afios, los autores Tin-Chao Chou
y Paul Talalay introdujeron entre 1983 y 1984 el término ‘indice de combinacién’ (IC) para
poder representar cuantitativamente sinergismo (cuando IC < 1), efecto aditivo (cuando IC
= 1), y antagonismo (cuando IC > 1). Para estas aplicaciones, ambos obtuvieron la ayuda
de Joseph Chou, quien desarrollo el software de primera generacién para el analisis

dosis-efecto basada en la ley de accion de masas. "

La ecuacién de la mediana del efecto y el indice de combinacion-analisis isobolografico
son utilizados para el analisis de la interaccion. Esta ecuacion, basada en la ley de accion
de masas, establece que hay una relacién inequivoca entre la dosis y el efecto, los cuales

son independientes del numero de farmacos y mecanismos de accién involucrados. Para
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esto se grafican las curvas dosis-efecto de cada farmaco y sus combinaciones en cada

una de las concentraciones diluidas utilizando la siguiente ecuacion:

)

™m

Donde D es la concentracion, D,, es la concentracion del efecto mediano, fa es la fraccion

afectada por la concentracién D, fu es la fraccion no afectada (por lo que fa=1— fu), y el
exponente m significa la forma o la sigmoidicidad de la curva concentracién-respuesta, la
cual es la pendiente de la curva del efecto mediano: m = 1, hiperbdlica; m > 1, sigmoidal;
m < 1, sigmoidal negativa. También se toma en cuenta los parametros potencia (Dp,) y

forma (m) Reordenando la ecuacion anterior, tenemos:

La D, y mpara cada farmaco se determina por la grafica del efecto mediano log (D)
versus log (fa/fu), mes la pendiente y el log (D) es el intercepto de la abscisa. La

conformidad de los datos al principio del efecto mediano esta manifestado por el
coeficiente de correlacion lineal (R) de esta grafica. Para calcular el efecto de sinergia o

efecto aditivo a x % de efecto de contraccion para cada IC, se utiliza la ecuacion:

D, D,
Ic=—-—+

Un isobolograma normalizado de la CE5p se construye al graficar (D)1/(CEso)¢ del farmaco
1 en funcién de (D)./(CEsp), para el farmaco 2. En esta grafica, las isobolas son
simétricas, y el rango de valores esta entre 0 y 1 en ambos ejes. Estas isobolas son
independientes de la forma de las curvas dosis-efecto, del mecanismo de accion o de las
caracteristicas del farmaco. Si la combinacion de los datos cae en la hipotenusa, esto

indica un efecto aditivo; si los datos caen en la parte inferior izquierda de la grafica, esto
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indica sinergismo; y si los datos caen en la parte superior derecha, indica antagonismo. El
indice de reduccion de dosis (IRD) es una medida del numero de veces que se reduce la
dosis de cada farmaco involucrado en la combinacion sinergista a un efecto dado
comparado con las dosis de cada farmaco solo. El valor correspondiente para cada

farmaco en una combinacién esta dada por la siguiente ecuacion:

_ (Dp)lfa/(1— fa)]*™
D )

El IRD es importante en situaciones clinicas, en donde la reduccién de la dosis lleva a la
reduccion de la toxicidad sin afectar la eficacia terapéutica. Es importante notar que

aunque un IRD > 1 es benéfico, no necesariamente indica un efecto de sinergia. 2
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se ha demostrado que la capsaicina y la piperina son agonistas de los canales TRPV1,
cuya activacion en musculo liso bronquial resulta en la contraccion del mismo; sin
embargo, no se ha demostrado el tipo de interaccion que presentan al administrarse de
manera concomitante. Del mismo modo, se ha descrito que el mentol relaja el musculo
liso al unirse al TRPM8, pero no se ha demostrado la interaccion que presenta al

administrarse en conjunto con capsaicina, como también es el caso del linalool y el timol.

5. HIPOTESIS

Dado que tanto la capsaicina como la piperina actuan sobre los canales TRPV1
generando un efecto de contraccidon, se plantea que afiadidos simultaneamente
potenciaran el efecto de contraccién en el musculo liso de la traquea aislada de cobayo,

evidenciando la existencia de sinergia entre ambos principios activos.
De manera inversa, se espera que los monoterpenos linalool y timol, de manera similar al

mentol, provoquen relajacién con respecto a la contraccion generada por capsaicina en el

musculo liso bronquial, y por lo tanto tendran un efecto de atenuacion.
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6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo general

Determinar tipo de interaccidn entre capsaicina y piperina, asi como entre capsaicina y los
monoterpenos mentol, timol y linalool en musculo liso de traquea aislada de cobayo

utilizando la ecuacion del efecto mediano e indice de combinacion-isobolograma.

6.2 Objetivos especificos

« Determinar la concentracion efectiva 50 (CEsp) contractil de capsaicina y de piperina.

« Determinar cual es el efecto de los monoterpenos mentol, timol y linalool sobre musculo

liso de traquea de cobayo.

« Determinar el efecto de los monoterpenos sobre las contracciones inducidas por

capsaicina en traquea aislada de cobayo.
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7. METODOLOGIA

7.1 Reactivos

Para la disolucion Krebs-Henseleit (KHS) se utilizaron las siguientes sales grado reactivo
en las concentraciones indicadas: NaCl (120.0 mM), KCI (4.71 mM), CaCl;*2H,0 (3.31
mM), MgSO,4+7H,0 (1.20 mM), NaH,PO4H,0 (1.38 mM), NaHCO; (30.0 mM), glucosa
(11.09 mM) y EDTA (0.06 mM). Los compuestos capsaicina, piperina, acetilcolina y
carbacol se compraron de Sigma-Aldrich. El pentobarbital sédico fue comprado de
Laboratorios Pisa. Los cristales de mentol utilizados son grado farmacéutico. El aceite de
linalool utilizado fue extraido previamente en el Laboratorio 126 de la Facultad de
Quimica por el método de arrastre de vapor por 3 horas utiliando un aparato modificado
Clevenger de las semillas de Bursera linanoe. Los disolventes utilizados fueron agua

destilada ultrapura (MiliQ), metanol y etanol grado reactivo.

7.2 Material biolégico

Cobayos machos entre 350 y 450 g de peso con libre acceso a comida y agua,
mantenidos a temperatura ambiente (aproximadamente a 22 °C). Los animales fueron
adquiridos de Biosupply S.A. de C.V, cuidados y manejados de acuerdo a la NOM-062-
Z00-1999. Cuidado y manejo de Animales. Especificaciones Técnicas para la
Produccién, Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio; ademas, se cuenta con la
aprobacion del protocolo por parte del CICUAL de la Escuela Superior de Medicina y
Homeopatia del IPN (ENMH-CB-149-2015).

7.3 Procedimiento experimental

7.3.1 Diseccion de la traquea y estabilizacion del tejido

Los animales se sacrificaron por sobredosis de pentobarbital sédico uso veterinario (150
mg/kg, i.p.), e inmediatamente se realizé la disecciéon de la traquea, limpiandola con
cuidado del tejido conectivo circundante. Esta se colocé en KHS, la cual se mantuvo a 37
°C con burbujeo constante de 5 % CO,y 95 % O,. Posteriormente se cortan 8 anillos de
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aproximadamente 2 mm de longitud y se colocan en la camara de 6rgano aislado con 10
mL de KHS a la misma temperatura y con la misma saturacion de oxigeno. El anillo se
suspende con un 2 ganchos de alambre de Nicromel, donde uno esta unido a la camara y
el otro esta unido al transductor de fuerza (Grass FT 03E) conectado a un poligrafo
Biopack MP100, en el cual el transductor de fuerza mide las contracciones y relajaciones
del tejido. Los datos se procesan con el software Acgknowledge 3.8.2. El tejido se sometid
a una tension inicial de 1.5 g y se dejo estabilizar durante una hora, realizando lavados
con la solucion de Krebs-Henseleit cada 15 minutos durante ese periodo. Transcurrida la
hora, se procedié a estimular el tejido con una solucién de acetilcolina (ACh) 30 yM 2
veces a intervalos de 30 minutos. Después de eso los érganos se lavaron 2 veces con la
misma solucién de Krebs y se permitié que el tejido se estabilizara durante 30 minutos

mas antes de comenzar los experimentos.

7.3.2 Evaluacion de la contraccion con capsaicina

Al tejido previamente preparado y estabilizado se le realiz6 una curva de contraccion
concentracion-respuesta con concentraciones acumulativas con capsaicina desde 1x10™"2
M hasta 1x10™ M disuelta en agua con 2 gotas de tween 80 y etanol, con intervalos cada
3 minutos; en estas concentraciones se encontro la ventana de actividad bioldgica de su
efecto (0 - 100 %). Para evaluar el efecto desensibilizador, se lavo el tejido después de la
realizaciéon de la curva cada 15 minutos durante un periodo de 2 horas. El tejido no
respondi6 a las posteriores estimulaciones, por lo que decreté como desensibilizado y no

viable.

7.3.3 Evaluacién de la contraccion con piperina

En una serie de experimentos individuales, al tejido previamente preparado y estabilizado
se le realizd una curva de contraccién concentracion-respuesta con concentraciones
acumulativas con piperina desde 0.3 hasta 100 yg/mL en agua con 2 gotas de tween 80 y
etanol, con intervalos de 3 minutos; en estas concentraciones se encontro la ventana de
actividad biolégica de su efecto (0 - 100 %). Para evaluar el efecto desensibilizador, se
lavo el tejido después de la realizacion de la curva cada 15 minutos durante un periodo de
2 horas. El tejido no respondio a las posteriores estimulaciones, por lo que se decretd
como desensibilizado y no viable.
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7.3.4 Evaluacion del efecto inhibitorio de la contracciéon con capsaicina debido a la
presencia de monoterpenos mentol, timol y linalool

En este experimento, al tejido previamente preparado y estabilizado, se agregaron
soluciones repartidas en los canales de 10, 30, 100 y 300 pg/mL, de los monoterpenos:
mentol, linalool y timol (en experimentos individuales) disueltos en agua con 2 gotas de
tween 80 y metanol, se dejo incubar en los canales por 10 minutos y posteriormente se
procedié a realizar la curva de contraccién con capsaicina de la misma forma como se

menciond anteriormente.

7.3.5 Evaluacion de relajacién con mentol

En otro experimento individual, cuando el tejido alcanzo la contraccion basal constante, se
contrae con carbacol (CCh) hasta que llegue a la meseta de contraccion; una vez en este
punto se procede a realizar la curva de relajacion acumulativa con la solucion del mentol a
concentraciones ascendentes 0.1 a 300 pg/mL con intervalos de 3 minutos.
Posteriormente se realizan lavados, se deja reposar el tejido y se repite el procedimiento.
En cada experimento se corrié un control, es decir, se adiciond unicamente el vehiculo

(agua con tween 80 y metanol) sin el mentol.

7.3.6 Evaluacion de la interaccion de capsaicina y piperina en su efecto de
contraccion

Para este experimento se utilizd la CEs de la capsaicina (5.777 + 0.062 x 102 M) y la
CEsp de la piperina (1.592 + 0.065 x 10®° M), calculados con el software GraphPad Prism
5.0a, ajustados al modelo de la ecuacién de Hill. La CEspde cada compuesto se prepard y
se hicieron diluciones con base en fracciones de la misma (%, Y, V4, 'e, 32, les, 1128
512 Y1024, 'o04s). En el tejido previamente preparado y estabilizado se le realizé la curva
de concentracidn-respuesta con  concentraciones acumulativas, adicionando
concentraciones simultaneas de cada compuesto en las proporciones 1:1, 1:3 y 3:1 de
piperina y capsaicina (Cuadros 1-3) a intervalos de 3 minutos, quedando en camara

concentraciones micromolares (UM).
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Fraccion CEsg

1

Ya

Vs
32
128
"Is12

1
l1024

Cuadro 1. Concentraciones utilizadas para la determinar la interaccion entre los farmacos capsaicina (Cap)

Relacion de compuestos

Cap 1 (uM)
5.777 x10™
2.8885 x 10
7.2213 x 107
1.8053 x 10°°
45133 10°
1.1283 x 10°®
5.6416 x 107

Pip 1 (uM)

1.592 x 10™

7.960 x 1072
1.990 x107

4.975 x10°
1.2438 x 107
3.1094 x 10™
1.5526 x 10

Suma (pM)
1.59778 x 10™
7.98889 x 1072
1.99722 x 102
4.99305 x 10
1.24826 x 10
3.12066 x 10
1.60898 x107°

y piperina (Pip) en relacién 1:1 con el efecto medio de cada uno y diluciones fraccionadas.

Fraccion CEsg

Ya
Ye
32
128
512
768
1024

1
l2048

Cuadro 2. Concentraciones utilizadas para la determinar la interaccion entre los farmacos capsaicina (Cap)

Relaciéon de compuestos

Cap 3 (uM)
2.1664 x 10™
5.4159 x 10°°
1.3540 x 10
3.3850 x 10°
8.4624 x 107
5.6416 x 107
42312 x 107
2.1156 x 107

Pip 1 (uM)
1.990 x 1072
4.975 x 10
1.2438 x 10
3.1094 x 10™
7.7734 x 107
5.1823 x 10
3.8867 x107°
1.9434 x 10°

Suma (pM)
2.01166 x 10
5.02916 x 107
1.25729 x 10°°
3.14322 x 10™
7.85806 x 10°
5.23871 x 107
3.92903 x 10
1.96452 x 10°

y piperina (Pip) en relacion 3:1 con el efecto medio de cada uno y diluciones fraccionadas.

Fraccion CE;s

Y2
Ye
32
128
512

1
l1024

Cuadro 3. Concentraciones utilizadas para la determinar la interaccion entre los farmacos capsaicina (Cap)

Relacion de compuestos

Cap 1 (M)
7.2213 x 107
1.8053 x 10°°
45133 x 10°
1.1283 x 10°
2.8208 x 107
1.4104 x 10”7

Pip 3 (UM)
5.9700 x 107
1.4925 x 1072
3.7313x 107
9.3281 x 10™
2.3320 x 10™
1.1660 x 10

Suma (pM)

5.97722 x 102

1.49431 x 107

3.73573 x 1073
9.33941 x 10
2.33485 x 10™

1.16743 x 10™*

y piperina (Pip) en relacion 1:3 con el efecto medio de cada uno y diluciones fraccionadas.



7.4 Calculo de parametros y analisis estadistico

En cada caso se calcul6 la concentracion efectiva 50 (CEsp) y el efecto maximo (Emax)
mediante el ajuste no lineal utilizando el modelo de Efecto maximo (Emax) Sigmoide con el
software GraphPad Prism 5.0a. Para determinar diferencias significativas se realizé un
analisis de varianza de una via para comparar entre tratamientos y de dos vias para
comparar las curvas concentracion-respuesta. Se considero la significancia para un valor
de p < 0.05 %.

Para el calculo que decreta qué tipo de interaccidn existe entre ambos farmacos se utilizé
el modelo matematico descrito por Chou y Talalay (1983 - 1984), en donde se determina
la fraccion afectada para cada farmaco (fa), el IC de cada una de las combinaciones
utilizadas (1:1, 1:3 y 3:1) y se construyé la grafica en funcion de la fraccion afectada en
cada combinacion. Asimismo se grafica un isobolograma normalizado para poder
distinguir el efecto tedrico del experimental que presenta cada combinacion. Chou-Talalay
describieron que existe sinergismo entre los farmacos cuando IC es menor a 1, efecto
aditivo cuando IC es igual a 1, y antagonismo cuando IC es mayor a 1. Una
representacion visual y simplificada se puede realizar al trazar un isobolograma
normalizado en donde se comparan los efectos tedricos con los efectos experimentales

obtenidos.
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8. RESULTADOS

El efecto de contraccion de la capsaicina (CEsp = 5.777 + 0.062 x 102 pM) y la potencia
(Emax = 1.082 + 0.050 mM) difiere al de la piperina (CEsp = 1.592 + 0.065 x 10 uM) con
potencia (Emax = 0.201 £ 0.043 mM), la primera presenta su efecto a concentraciones mas
bajas que la segunda (Figura 7), en 3 ordenes de magnitudes logaritmicas, lo que
concuerda con lo ya descrito en la literatura. ** ¥ También puede apreciarse que la
piperina presenta una pendiente mas pronunciada que la de capsaicina, esto es, llega al

efecto maximo mas rapidamente, por lo que pareciera ser mas afin a su receptor.

Figura 7. Curvas de concentracion-respuesta de contraccion de capsaicina (rojo) y piperina (negro). Se
muestran los resultados donde cada simbolo corresponde a la media + EEM (error estandar de la media) y
la linea continua al ajuste no lineal de la ecuacién de Hill de al menos 6 experimentos (n = 6). Cada curva

representa el efecto maximo (100 % de efecto) logrado con respecto a cada compuesto individual.
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Una vez estandarizadas las curvas, se procedio a realizar el experimento de interaccion
con monoterpenos. En la Figura 8 se muestran los resultados del experimento con
diferentes concentraciones de soluciones de linalool; en las primeras 3 concentraciones
se observa una tendencia de atenuacién de la concentracion maxima ocasionada por
capsaicina en presencia y en ausencia de linalool, y en la concentracibn mas elevada

(300 pg/mL) existe la misma atenuacion que a la concentracion mas baja (10 pg/mL).
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Figura 8. Contraccibn maxima ocasionada por capsaicina en ausencia y en presencia de distintas
concentraciones del aceite de linalool. Se muestran los resultados de la media + EEM del efecto maximo
contractil de al menos 6 experimentos (n = 6); *p < 0.05 en un analisis de varianza seguido por una prueba

de Dunnett.
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Se realiz6 el mismo experimento anterior, ahora utilizando al timol como agente que
interacciona con capsaicina. En las primeras 3 concentraciones puede apreciarse un
abatimiento total de la contraccion generada con capsaicina (10, 30 y 100 pg/mL), sin
embargo, en la concentracion mas alta (300 ug/mL) el efecto de atenuacion ya no es

significativo. Es importante mencionar que a 10 ug/mL se ve un efecto relajante (Figura 9).
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Figura 9. Contraccidn maxima ocasionada por capsaicina en ausencia y en presencia de distintas
concentraciones de la solucion de timol. Se muestran los resultados de la media + EEM del efecto maximo

contractil de al menos 6 experimentos (n = 6); *p < 0.05 en un analisis de varianza seguido por una prueba

de Dunnett.
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Se realizd otro experimento de interaccidon con mentol sobre la contraccion maxima
obtenida con capsaicina en presencia y en ausencia del monoterpeno (Figura 10). Aqui la
concentracion mas baja (10 ug/mL) de mentol presenta un efecto de atenuacion mayor
que la siguiente concentracion (30 ug/mL), que a su vez presenta un efecto de atenuacion
menor que la siguiente concentracion (100 ug/mL). En la concentracion mas alta (300
Mg/mL) puede apreciarse que no existe efecto de contraccion por capsaicina, sino que el

tejido presenta un efecto de relajacion significativo.

100

% Contraccion

Mentol

Figura 10. Contraccién maxima ocasionada por capsaicina en ausencia y en presencia de distintas
concentraciones de la solucién de mentol. Se muestran los resultados de la media + EEM del efecto
maximo contractil de al menos 6 experimentos (n = 6); *p < 0.05 en un analisis de varianza seguido por una

prueba de Dunnett.
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Al momento de la adicionde las soluciones de los monoterpenos se observo que la

tension del tejido disminuye Figura 11.

Relajacion con monoterpeno

Y

Basal

Figura 11. Registro del poligrafo de un canal donde se observa la relajacion al afiadir el monoterpeno.

En la Figura 12 puede notarse el efecto de relajacion sobre el tejido a distintas

concentraciones de linalool, timol y de mentol.

Figura 12. Curva de relajacion del mentol (verde), el linalool (amarillo) y el timol (azul) de las 4
concentraciones utilizadas (10, 30, 100 y 300 pg/mL) en el estudio de interaccion de capsaicina y
monoterpenos. Cada punto representa la media del efecto de las concentraciones + EEM, la linea continua

representa el ajuste no lineal de la ecuacién de Hill de al menos 6 experimentos (n = 6).
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Dado que el mentol presenta un mayor efecto de relajacion que el linalool, se realizé una
curva de relajaciéon tras contraer con CCh (3 uM) como se muestra en la Figura 13. El

efecto de relajacion del mentol fue de CEsp = 130.5 + 0.47 pg/mL.

Figura 13. Curvas de concentracion-respuesta de relajacion ocasionada por mentol. Se muestran los
resultados donde cada simbolo corresponde a la media + EEM, y la linea continua al ajuste no lineal de la

ecuacion de Hill de al menos 6 experimentos (n = 6).
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Finalmente se realizé el experimento de la interaccion entre capsaicina y piperina. En la
Figura 14 pueden observarse las curvas individuales de capsaicina y piperina mostradas
previamente y las curvas de ambos compuestos en las combinaciones fijas 1:1, 3:1 y 1:3.
Es evidente que las combinaciones presentan un efecto a concentraciones menores que
los compuestos individuales, igualmente llegan a un efecto de taquifilaxia mucho antes
(datos no mostrados). También es importante denotar que ninguna de las combinaciones
supera el efecto maximo de contraccion ocasionado por capsaicina administrada

individualmente.

Figura 14. Curvas de concentracién-respuesta de contraccién (M) en gramos-fuerza de capsaicina (rojo),
piperina (negro), capsaicina + piperina 1:1 (verde), capsaicina + piperina 3:1 (anaranjado) y capsaicina +
piperina 1:3 (azul). Se muestran los resultados donde cada simbolo corresponde a la media + EEM (error
estandar de la media) y la linea continua al ajuste no lineal de la ecuacién de Hill de al menos 6
experimentos (n = 6). Cada curva representa el efecto maximo (100 % de efecto) logrado con respecto a

cada compuesto individual.
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En la Figura 15 se observa el mismo experimento, unicamente se cambio el eje de las

ordenadas al porcentaje de efecto de contraccion con respecto a cada curva.

Figura 15. Curvas de concentracion-respuesta de contraccion (M) en porcentaje de efecto de capsaicina
(rojo), piperina (negro), capsaicina + piperina 1:1 (verde), capsaicina + piperina 3:1 (anaranjado) y
capsaicina + piperina 1:3 (azul). Se muestran los resultados donde cada simbolo corresponde a la media +
EEM (error estandar de la media) y la linea continua al ajuste no lineal de la ecuacién de Hill de al menos 6

experimentos (n = 6).
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En la Figura 16 se observa la transformacion de las curvas concentracién-respuesta de
contraccion sigmoides por la ecuacion del efecto mediano; para de esta forma poder
calcular los parametros de la curva concentracién-efecto de los farmacos individuales (D,

myr).

2.

Efecto mediano

Log[Fal/(1-Fa)]

-6 4 2 0 2 4
Log C (uM)

Figura 16. Efecto mediano para el efecto de contraccién ocasionado por Cap (en rojo) y la Pip (negro).

Compuesto Dm (uM) m r
Capsaicina 0.06284 0.44183 0.92370
Piperina 13.01419 1.02499 0.92931

Cuadro 4. Relacion de los parametros de la curva de concentracion-efecto de capsaicina y piperina por la

ecuacion del efecto mediano.
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En la Figura 17 se aprecia la grafica del indice de combinacién (IC) en funcion de la
fraccion afectada (fa). En todos los casos el indice de combinacién fue menor a 1 (IC < 1)

indicando que existe sinergismo.

Figura 17. indice de combinacién en funcién de la fraccion afectada (/C-fa) para la combinacién binaria de
Cap y Pip en las relaciones 1:1 (verde), 3:1 (anaranjado) y 1:3 (azul) en traquea de cobayo. Las lineas

punteadas son los datos simulados por computadora para cada combinacion.

Combinacién IC IRD ECsg
EC1o ECso ECqyo Cap Plp
Cap-Pip 1:1 0.000516424 0.0000779175 0.0000556459 24132.15 27413.06
Cap-Pip 3:1 0.000208282 0.0000316303 0.0000174364 40892.37 139355.79
Cap-Pip 1:3 | 0.0000705844 0.0000218194 0.0000268929 166867.50 63184.71

Cuadro 5. Parametros de indice de Combinacion (IC) y de indice de reduccion de dosis de la grafica de IC
en funcién de la fracciéon afectada (fa).
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En la Figura 18 se puede observar el isobolograma normalizado para las combinaciones
de Cap y Pip. Esta grafica sirve para poder distinguir de manera visual el tipo de
interaccibn que existe entre ambos farmacos; la linea recta representa las
concentraciones teodricas, y los puntos muy cercanos al origen son los valores

experimentales. Se puede observar que en las combinaciones en las 3 proporciones fijas
existe un efecto de sinergia.

Capsaicina (CE;5o/CEsq)

| |
0.0 0.2 04 0.6 0.8 1.0
Piperina (CE5y/CEszp)
Figura 18. Isobolograma normalizado de la CEs, para la combinacion binaria de Cap y Pip en la en las
relaciones 1:1 (verde), 3:1 (anaranjado) y 1:3 (azul) en traquea de cobayo. Las diferencias entre los valores
tedricos y los valores experimentales fueron determinados por una prueba t de Student con ligeras

modificaciones para un analisis isobolografico, de acuerdo al modelo descrito por Tallarida.
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9. DISCUSION

Se observa que la capsaicina es mas potente que la piperina debido a que presenta un
efecto a concentraciones mas bajas (1 x 10° pM). Sumado a esto, el efecto maximo de
contraccion que presenta la capsaicina es aproximadamente el doble que el que presenta
la piperina; aunque cabe mencionar que la piperina tiene un efecto mas rapido para
contraer el musculo liso; sin embargo, asi como llega mas rapido al efecto, también llega
mas rapido a la taquifilaxia y, por tanto, a la desensibilizacion del tejido. Se ha reportado
que altas concentraciones de capsaicina y piperina conllevan a una inactivacion de fibras
nerviosas por el tiempo que puede llegar a durar un experimento in vitro. **! Debido a la
desensibilizacion que presentaba el tejido al realizar las curvas de Pip y Cap, solamente
se pudo realizar una curva por traquea, pues pese a que se dejara estabilizar el tejido
durante 2 horas con lavados cada 15 minutos, al comprobar la viabilidad de éste con ACh,
no hubo respuesta. Debido a que la Cap presentd efecto a concentraciones, ademas que
la fuerza promedio de contraccion maxima de la Cap fue mas del doble de la de la Pip, se
prefirié la primera para usarla en la interaccién con los monoterpenos en los siguientes

experimentos.

El linalool, el primero de los monoterpenos que se utilizdé para dilucidar la interaccién que
presentaban en el tejido traqueal de cobayo al administrarse conjuntamente con la
capsaicina, mostré un efecto de atenuacion significativa de la contraccion de una manera
que pareciere ser proporcional a la concentracion; es decir que a mayor concentracion de
linalool existe un mayor efecto de atenuacion de la contraccién ocasionada por Cap. Esto
es cierto al menos en las primeras 3 concentraciones (10, 30 y 100 pg/mL). Este
monoterpeno actua en los canales TRPM8 y de manera no selectiva a los canales
TRPA1. B Estudios han sugerido que la activacién de los canales TRPMS por linalool no
es tan potente como el de otros monoterpenos como el mentol o la sustancia sintética
icilina. El hecho de que a la ultima concentracién la atenuacién no fuera la maxima ni
tuviera una relacion concentracion-respuesta puede explicarse a su unidén alostérica, o
bien en otro receptor. El efecto analgésico de los monoterpenos, de acuerdo a la literatura
consultada, puede tener un efecto de despolarizacion de la membrana, disminuyendo
considerablemente el umbral de sensacion de estimulos in vitro %, en este caso, el
estimulo quimico de la capsaicina. Quizas debido la despolarizacion que se dio
unicamente a la concentracion de 300 pg/mL es que la contraccidon no se ve inhibida

como en las otras concentraciones menores. Asociado a esto, la capsaicina es un ligando
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muy afin al canal TRPV1, el cual se sabe que se expresa en mayor cantidad en vias
aéreas sanas que los TRPM8, ademas de que ambos no se co-expresan; esto quiere
decir que en el tejido existe una mayor presencia de los canales TRPV1, y que el linalool

no es tan afin al TRPM8. '3 141,

El timol fue el otro monoterpeno con el que se estudid la interaccidon al ser administrado
de manera concomitante con capsaicina. Al igual que el linalool, el timol presenta un
efecto de atenuacién de la contracciéon. Como se puntualizé anteriormente, el timol es una
molécula inespecifica para los canales TRPM8, TRPV3 y TRPA1 B30l esta promiscuidad
de la molécula es quizas la razén por la cual la contraccion se inhibid casi en su totalidad.
Es posible que el timol se haya unido a los receptores TRPV1 e impedido que la Cap
ejerciera su efecto sobre éstos. Ademas, su unién hacia los receptores TRPM8 ocasiond
una relajacion en el tejido. % Pese a que se ha referido que el timol actia sobre los
canales TRPA1, los cuales al ser activados producen contraccion del MLB, esta unién no
es significativa, ya que la incubacidn con el monoterpeno antes de afadir las
concentraciones acumulativas de Cap, produjo una disminucion de la linea basal del tejido
(Figura 11). En la ultima concentracion de la solucion de timol (300 pg/mL) se puede
apreciar el mismo fenémeno ocurrido con el linalool, hay un aumento de la contraccion el
cual no estuvo asociado a una concentracion-respuesta. La despolarizacién de la
membrana y la disminucion del umbral de sensibilidad ocasionada por la relajacién debida

a la activacion de los canales TRPMS8, puede asocierse tanto a linaool como a timol.

El mentol es el mas estudiado de los 3 monoterpenos utilizados en este trabajo. Esta

descrito en varios estudios que se une al canal TRPM8 2 27 28]

y que produce efecto de
relajacion en vias aéreas. [ El efecto de atenuacion no es similar al de los monoterpenos
anteriores. Es importante denotar que pese a que la contraccion aun existe, no llega mas
alla del 50 % al compararla con el grupo control. En este caso, la despolarizacion de la
membrana pareciera ocurrir a concentraciones menores que con los otros monoterpenos,
lo cual explicaria el aumento de la contraccién ocasionada por capsaicina. Nuevamente,
la concentracidn mayor del monoterpeno se presenta a las concentraciones menores,
donde no solo no hay contraccion, sino que hay una relajacion significativa y mayor a la
que presentan el linalool y el timol. Esto se puede visualizar mejor en la Figura 12, en
donde el efecto relajante del mentol es mucho mayor al del linalool. Incluso podria

afirmarse que a la concentracion de 300 pg/mL de mentol el tejido sufre una
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desensibilizacion, pues ya se ha reportado que el mentol tiene esta caracteristica. Se
comprobd que el mentol si posee un efecto de desensibilizacién a las concentraciones
mas altas, y pese a no ser tan potente como el de la Cap, si afecta al tejido de una
manera significativa. Para el asma y sintomas como la tos (EPOC), este resultado
demuestra que se puede logar una relajacion traqueal con mentol, y con esto aliviar o

reducir los eventos de ataques asmaticos utilizando mentol.

El estudio para comprobar la interaccidon que existe entre la Cap y la Pip arrojo resultados
interesantes. Los efectos de contraccion de las combinaciones se presentan a
concentraciones menores que las concentraciones para provocar los efectos presentados
por los compuestos administrados por separado. Del mismo modo, el efecto de taquifilaxia
se presenta mucho antes que la que se observa en los farmacos individuales. Al comparar
las concentraciones efectivas cincuenta de estas combinaciones con las de la Cap y Pip
administrados individualmente, se puede comprobar que definitivamente presentan el
efecto de contraccion a concentraciones menores, lo cual es evidencia de sinergismo.
Con estos valores se puede sugerir que la combinacion Cap-Pip 1:1 es la que presenta el
menor efecto aditivo, seguida por la combinaciéon Cap-Pip 3:1, y ésta ultima por la

combinacion Cap-Pip 1:3.

Dado que se sabe que tanto la Cap y la Pip actiian en los canales TRPV1 [ 7: 1517, 22-24]
una posible explicacion al efecto de sinergia encontrado es que pese a ser selectivos para
este receptor, tanto la molécula de Cap como la Pip pueden desplazar reversiblemente la
una a la otra en la misma diana molecular, haciendo que la conformacién y, por ende, la
sefnalizacion posterior que lleva a la contraccion, se vea modificada. La Cap presenta su
efecto a concentraciones menores que la Pip, y ésta ultima tiene la caracteristica de
presentar un efecto mayor al aumentar su concentracion, lo cual esta ligado a la llegada
temprana del efecto de taquifilaxia. Este efecto de taquifilaxia que se encontrd es util e
importante para estudiarse en otros experimentos, pues en casos donde el dolor

persevera es necesario eliminarlo y de manera rapida, como el dolor por Herpes zoster.

Otro parametro que resulta del analisis de la interaccion utilizando el IC es el indice de
reduccion de la dosis (IRD). Este valor es matematicamente el inverso del IC y representa
el numero de veces que la dosis 0 concentraciéon de un farmaco puede reducirse sin

afectar el efecto terapéutico. Todas las combinaciones presentaron un IRD mucho mayor
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a 1 para cada farmaco, lo cual confirma el efecto de sinergismo que se presento.
Asimismo, es importante pues ayuda a darnos un panorama mas apmlio acerca de los

canales TRPV1 en cuanto a su activacion.
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10. CONCLUSION

Los monoterpenos timol, linalool y mentol producen un efecto de atenuacion de la
contraccion ocasionada por capsaicina en el musculo liso de las vias aéreas distinto al
efecto antagonista clasico, lo que sugiere que dichos mecanismos ocurren en distintas

dianas moleculares.
La capsaicina y la piperina presentan una respuesta de sinergia al combinarse en las

proporciones 1:1, 3:1 y 1.3, lo que sugiere que se pueden utilizar menores

concentraciones para realizar estudios de desensibilizacién.
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11. PERSPECTIVAS

e Estudiar el efecto de las combinaciones de monoterpenos mentol, timol y linalool
con piperina.

e Realizar estudios de afinidad de los monoterpenos sobre los receptores TRP.

e Evaluar el efecto de la combinacién de capsaicina y piperina en un modelo de
asma.

e Evaluar y cuantificar el efecto de la combinacion de productos naturales que
contengan monoterpenos y medicamentos usados para el tratamiento de los

sintomas de asma y el EPOC.
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